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Verfahren zum Identifizieren von fungizid wirksamen Verbindungen 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, die 
Verwendung von Farnesylpyrophosphat Synthase zum Identifizieren von Fungiziden, 
und die Verwendung von Inhibitoren der Farnesylpyrophosphat Synthase als Fungi- 
zide. 

Unerwunschtes Pilzwachstum, das in der Landwirtschaft jedes Jahr zu betrachtlichen 
Schaden fuhrt, kann durch die Verwendung von Fungiziden kontrolliert werden. Die 
Anspriiche an Fungizide sind dabei hinsichtlich ihrer Wirksamkeit, Kosten und vor 
allem ihrer Umweltvertraglichkeit stetig angestiegen. Es existiert deshalb ein Bedarf 
an neuen Substanzen bzw. Substanzklassen, die zu leistungsfahigen und umwelt- 
vertraglichen neuen Fungiziden entwickelt werden konnen. Im Allgemeinen ist es 
ublich, in Gewachshaustests nach solchen neuen Leitstrukturen zu suchen. Solche 
Tests sind jedoch arbeitsintensiv und teuer. Die Anzahl der Substanzen, die im 
Gewachshaus getestet werden konnen, ist entsprechend begrenzt. Eine Alternative zu 
solchen Tests ist die Verwendung von sogenannten Hochdurchsatzverfahren (HTS = 
high throughput screening). Dabei werden in einem automatisierten Verfahren eine 
grofie Anzahl von Einzelsubstanzen hinsichtlich ihrer Wirkung auf Zellen, individu- 
elle Genprodukte oder Gene getestet. Wird fur bestimmte Substanzen eine Wirkung 
nachgewiesen, so konnen diese in herkommlichen Screeningverfahren untersucht und 
gegebenenfalls weiter entwickelt werden. 

Vorteilhafte Angriffspunkte fur Fungizide werden oft in essentiellen Biosynthese- 
wegen gesucht. Ideale Fungizide sind weiterhin solche Stoffe, die Genprodukte 
hemmen, die eine entscheidende Bedeutung bei der Auspragung der Pathogenitat 
eines Pilzes haben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, einen geeigneten neuen An- 
griffspunkt fur potentielle fungizide Wirkstoffe zu identifizieren und zuganglich zu 
machen, und darauf basierend ein Verfahren zur Verftigung zu stellen, das die 
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Identifizierung von Modulatoren dieses Angriffspunkts ermoglicht, und damit letzt- 
lich neue Fungizide zuganglich zu machen. 
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Beschreibung der Abbildungen 



Abbildung 1 : Die Farnesylpyrophosphat Synthase katalysiert die Reaktion von 
Dimethylallylpyrophosphat und Isopentenylpyrophosphat zu Pyro- 
phosphat und Geranylpyrophosphat, auf das anschlieBend ein wei- 
teres Molekul Isopentenylpyrophosphat ubertragen wird. Bei der 
Reaktion werden insgesamt zwei Molekiile Pyrophosphat freige- 
setzt. 



Abbildung 2: Homologie zwischen Farnesylpyrophosphat Synthasen aus ver- 
schiedenen Pilzen: (1) Sacckaromycs cerevisiae (Sc.)- (2) 
Neurospora crassa (N.c), (3) Schizosaccharomyces pombe (S.p.J, 
(4) Gibber ella fujikuroi (G.f.), (5) Kluyveromyces lactis (K.I.), (6) 
Claviceps purpurea (Gp.), und (7) Sphaceloma manihoticola 
(S.m.). Rahmen geben Bereiche mit einer genau ubereinstimmen- 
den Sequenz wieder (Konsensussequenz). 



Abbildung 3: Heterologe Expression der Farnesylpyrophosphat Synthase in E. 

coli Origami. Das uberexprimierte GST-Fusionsprotein hat eine 
Grosse von 65 kDa. In Spur M wurde ein Grofienstandard auf- 
getragen. Spur 1: gereinigte Farnesylpyrophosphat Synthase; Spur 
2: Cytoplasmafraktion der iiberexprimierten Farnesylpyrophosphat 
Synthase 4 Stunden nach der Induktion mit IPTG; Spur 2 und 3: 
Waschfraktionen nach dem Auftragen der Cytoplasmafraktion auf 
die Glutathion-Sepharose Saule; Spur 4: Elutionsfraktion mit 
gereinigter Farnesylpyrophosphat Synthase. 



Abbildung 4: Kinetik der Umsetzung von Dimethylallylpyrophosphat und 
Isopentenylpyrophosphat durch unterschiedliche Konzentrationen 
von Farnesylpyrophosphat Synthase im Assay. In einem Assay- 
volumen von 40 ^1 wurden 42 jiM Isopentenylpyrophosphat, 
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54 Dimethylallylpyrophosphat, 0,34 mU anorganischer Pyro- 
phosphatase und 0,05 |ig Farnesylpyrophosphat Synthase einge- 
setzt. Die verwendeten Proteinkonzentrationen der Farnesylpyro- 
phosphat Synthase sind der Abbildung zu entnehmen. Die Umset- 
zung wurde anhand der Absorptionszunahme bei 620 nm durch die 
Reaktion des freigesetzten Orthophosphates mit Malachitgriin Lo- 
sung verfolgt. 

Abbildung 5: K M -Wert Bestimmung fur Dimethylallylpyrophosphat. Darstellung 
der gemessenen Werte nach Lineweaver und Burk: 1 /V D = I /Vmax + 
i/S x (K M /V max ), worm V G die anfangliche Reaktionsgeschwin- 
digkeit, V max die maximal erreichbare Umsatzgeschwindigkeit und 
S die Substratkonzentarion ist. Vmax und Km lassen sich dann als 
Abszissen- und Ordinatenabschnitt 1 /V max bzw. 1/Km ablesen. 

Abbildung 6: KM-Wert Bestimmung fur Isopentenylpyrophosphat. Darstellung 
der gemessenen Werte nach Lineweaver und Burk: 1 /V 0 = 1 /V max + 
1/S x (KM/VmaxX worin V 0 die anfangliche Reaktionsgeschwindig- 
keit, Vmax die maximal erreichbare Umsatzgeschwindigkeit und S 
die Substratkonzentration ist. V max und K M lassen sich dann als 
Abszissen- und Ordinatenabschnitt 1/Vmaxbzw. 1/K M ablesen. 
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Die Farnesylpyrophosphat Synthase (EC 2.5.1.1 und 2.5.1.10), auch bekannt als 
Farnesylpyrophosphat Synthetase, Farnesyldiphosphat Synthase oder Farnesyldi- 
phosphat Synthetase, katalysiert zunachst die Reaktion von Dimethylallylpyro- 
phosphat und Isopentenylpyrophosphat zu Pyrophosphat und Geranylpyrophosphat 
5 (Dimethylallyltransferase-Reaktion; EC 2.5.1.1). AnschlieBend wird ein weiteres 
Molekul Isopentenylpyrophosphat auf Geranylpyrophosphat iibertragen und es ent- 
stehen Farnesylpyrophosphat und Pyrophosphat (Geranyltranstransferase-Reaktion; 
EC 2.5.1.10) (Abbildung 1). 

10 Die von der Farnesylpyrophosphat Synthase katalysierten Reaktionen sind essentielle 
Schritte fiir die Bereitsteilung von Farnesylpyrophosphat fur die ErgosteroK 
Dolichol- oder Ubichinon Biosynthese (Lees et aL, 1997, Biochemistry and 
molecular biology of sterol synthesis in Saccharomyces cerevisiae. Biochemistry and 
Function of Sterols, 85-99; Mercer, 1984, The biosynthesis of ergosterol. Pestic. Sci. 

15 15(2), 133-55; Szkopinska et aL, 1997, Polyprenol formation in the yeast 
Saccharomyces cerevisiae: effect of farnesyl diphosphate synthase overexpression. 
Journal of Lipid Research 38(5), 962-968). 

Gene fur die Farnesylpyrophosphat Synthase wurden aus verschiedenen Pilzen 
20 kloniert, aus den Ascomyceten Saccharomyces cerevisiae (Swissprot Accession No.: 
P08524), Schizosaccharomyces pombe (Swissprot Accession No.: 014230) und 
Neurospora crassa (Swissprot Accession No.: Q92250) sowie dem pflanzen- 
pathogenen Pilz Gibberella fujikuroi (Swissprot Accession No.: Q92235). Sequenz- 
fragmente sind ebenfalls bekannt aus den pflanzenpathogenen Pilzen Claviceps 
25 purpurea und Sphaceloma manihoticola. Daneben wurde die Farnesylpyrophosphat 
Synthase auch aus zahlreichen anderen Organismen gewonnen, so z.B. aus Homo 
sapiens (Swissprot: Accession No.: P14324), Tomate (Swissprot: Accession No.: 
065004) oder Mais (Swissprot: Accession No.: P49353). 
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Die Sequenzahnlichkeiten sind innerhalb der eukaryontischen Klassen signifikant, 
wahrend hingegen die Sequenzidentitat zu den bakteriellen Enzymen weniger 
signifikant ist. 

Die Farnesylpyrophosphat Synthase wurde z.B. aus Hefe isoliert, exprimiert, 
gereinigt und auch charakterisiert (Anderson et al., 1989, Farnesyl diphosphate 
synthetase. Molecular cloning, sequence, and expression of an essential gene from 
Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 264(32), 19176-84; Eberhardt et al., 1975, 
Prenyltransferase from Saccharomyces cerevisiae. Purification to homogeneity and 
molecular properties. Journal of Biological Chemistry 250(3), 863-6; Song et al., 
1994, Yeast farnesyi-diphosphate synthase: Site-directed mutagenesis of residues in 
highly conserved prenyltransferase domains I and II. Proc. Natl Acad. Sci. U. S. A. 
91(8), 3044-8). 

Der Begriff "Identitat", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Zahl von 
Sequenzpositionen die in einem Alignment identisch sind. Sie wird meist in Prozent 
der Alignment Lange angegeben. 

Der Begriff "Ahnlichkeit", wie er hierin verwendet wird, setzt dagegen die Definition 
einer Ahnlichkeitsmetrik voraus, also eines Maftes dafiir, als wie ahnlich man 
beispielsweise ein Valin zu einem Threonin oder zu einem Leucin annehmen mochte. 

Der Begriff "Homologie", wie er hierin verwendet wird, bedeutet wiederum evolu- 
tionare Verwandtschaft. Zwei homologe Proteine haben sich aus einer gemeinsamen 
Vorlaufersequenz entwickelt. Der Begriff hat nicht unbedingt etwas mit Identitat oder 
Ahnlichkeit zu tun, abgesehen davon, dass homologe Sequenzen meist ahnlicher sind 
(oder in einem Alignment mehr identische Positionen besitzen) als nicht-homologe 
Sequenzen. 

Der Ausdruck "vollstandige Farnesylpyrophosphat Synthase" wie er hierin verwendet 
wird, beschreibt eine Farnesylpyrophosphat Synthase, die von einer vollstandigen 
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10 



kodierenden Region einer Transkriptionseinheit kodiert wird, beginnend mit dem 
ATG-Startcodon und umfassend alle informationstragenden Exonbereiche des im 
Herkunftsorganismus vorliegenden, fur Farnesylpyrophosphat Synthase kodierenden 
Gens, sowie die fur eine korrekte Termination der Transkription notigen Signale. 

Der Ausdruck "biologische Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat Synthase" wie er 
hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Fahigkeit eines Polypeptids, die vor- 
stehend beschriebene Reaktion, d.h. die Umsetzung von Dimethylallylpyrophosphat 
und Isopentenylpyrophosphat zu Farnesylpyrophosphat zu katalysieren. 



, Der Ausdruck "aktives Fragment" wie er hierin verwendet wird, beschreibt nicht 

mehr vollstandige Nukleinsauren kodierend fur Farnesylpyrophosphat Synthase, die 
aber noch fur Polypeptide mit der biologischen Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat 
Synthase kodieren, und die eine fur die Farnesylpyrophosphat Synthase charakte- 
15 ristische Reaktion wie vorne beschrieben katalysieren konnen. Solche Fragmente 
sind kurzer als die oben beschriebenen vollstandigen, fur die Farnesylpyrophosphat 
Synthase kodierenden Nukleinsauren, Dabei konnen sowohl an den 3'- und/oder 5'- 
Enden der Sequenz Nukleinsauren entfernt worden sein, es konnen aber auch Teile 
der Sequenz deletiert, d.h. entfernt worden sein, die die biologische Aktivitat der 
20 Farnesylpyrophosphat Synthase nicht entscheidend beeintrachtigen. Eine geringere 
£ oder gegebenenfalls auch eine erhohte Aktivitat, die aber noch die Charakterisierung 

'< bzw. Verwendung des resultierenden Farnesylpyrophosphat Synthase Fragments 

gestattet, wird dabei als ausreichend im Sinne des hier verwendeten Ausdrucks ver- 
standen. Der Ausdruck "aktives Fragment" kann sich ebenso auf die Aminosaure- 
25 sequenz der Farnesylpyrophosphat Synthase beziehen und gilt dann analog den 
obigen Ausfiihrungen fur solche Polypeptide, die im Vergleich zur oben definierten 
vollstandigen Sequenz bestimmte Teile nicht mehr enthalten, wobei die biologische 
Aktivitat des Enzyms jedoch nicht entscheidend beeintrachtigt ist. Die Fragmente 
konnen dabei verschiedene Lange besitzen. 



30 
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Der Begriff "Farnesylpyrophosphat Synthase-Hemmtest" oder "Hemmtest", wie er 
hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Verfahren bzw. einen Test, der es 
gestattet, die Inhibition der enzymatischen Aktivitat eines Polypeptids mit der 
Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat Synthase durch eine oder mehrere chemische 
5 Verbindungen (Kandidatenverbindung(en)) zu erkennen, wodurch die chemische 
Verbindung als Inhibitor der Farnesylpyrophosphat Synthase identifiziert werden 
kann. 

Der Ausdruck "Gen", wie er hierin verwendet wird, ist die Bezeichnung fur einen 
10 Abschnitt aus dem Genom einer Zelle, der fur die Synthese einer Polypeptid-Kette 
verantwortlich ist. 

Der Ausdruck "Fungizid" bzw. "fungizid" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich 
auf chemische Verbindungen, die zur Bekampfung von Pilzen, insbesondere von 
15 pflanzenpathogenen Pilzen geeignet sind. Solche pflanzenpathogene Pilze werden 
nachfolgenden genannt, wobei die Aufzahlung nicht abschliefiend ist: 

Plasmodiophoromycetes, Oomycetes, Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, 
Basidiomycetes und Deuteromycetes, z.B, 

20 

Pythium-Arten, wie beispielsweise Pythium ultimum, Phytophthora-Arten, wie 
beispielsweise Phytophthora infestans, Pseudoperonospora-Arten, wie beispielsweise 
Pseudoperonospora humuli oder Pseudoperonospora cubensis^ Plasmopara-Arten, wie 
beispielsweise Plasmopara viticola, Bremia-Arten, wie beispielsweise Bremia 

25 lactucae, Peronospora-Arten, wie beispielsweise Peronospora pisi oder P. brassicae, 
Erysiphe-Arten, wie beispielsweise Erysiphe graminis, Sphaerotheca-Arten, wie 
beispielsweise Sphaerotheca fuliginea, Podosphaera-Arten, wie beispielsweise 
Podosphaera leucotricha, Venturia-Arten, wie beispielsweise Venturia inaequalis, 
Pyrenophora-Arten, wie beispielsweise Pyrenophora teres oder P. graminea 

30 (Konidienform: Drechslera, Syn: Helminthosporium), Cochliobolus-Arten, wie 
beispielsweise Cochliobolus sativus (Konidienform: Drechslera, Syn: Helmin- 
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thosporium), Uromyces-Arten, wie beispielsweise Uromyces appendiculatus, Puccinia- 
Arten, wie beispielsweise Puccinia recondita, Sclerotinia-Arten, wie beispielsweise 
Sclerotinia sclerotiorum, Tilletia-Arten, wie beispielsweise Tilletia caries; Ustilago- 
Arten, wie beispielsweise Ustilago nuda oder Ustilago avenae, Pellicularia-Arten, wie 
5 beispielsweise Pellicularia sasakiU Pyricularia-Arten, wie beispielsweise Pyricularia 
oryzae, Fusarium-Arten, wie beispielsweise Fusarium culmorum, Botrytis-Arten, 
Septoria-Arten, wie beispielsweise Septoria nodorum, Leptosphaeria-Arten, wie 
beispielsweise Leptosphaeria nodorum, Cercospora-Arten, wie beispielsweise 
Cercospora canescens, Alternaria-Arten, wie beispielsweise Alternaria brassicae oder 
^ 10 Pseudocercosporella- Arten, wie beispielsweise Pseudocercosporella herpotrichoides, 

T 

Von besonderem Interesse sind z.B. auch Magnaporthe grisea, Cochliobulus 
heterostrophus, Nectria hematococcus und Phytophtora Spezies. 

15 Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist deshalb ebenfalls ein Verfahren zur 
Identifizierung von Fungiziden, d.h. von Inhibitoren der Farnesylpyrophosphat 
Synthase aus pflanzenpathogenen Pilzen, die als Fungizide zur Bekampfung von 
Pilzbefall bei Pflanzen verwendet werden konnen. 

20 Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe der erfindungsgemaBen Farnesylpyrophosphat 
0 Synthase gefunden werden, konnen aber auch mit Farnesylpyrophosphat Synthase 

aus humanpathogenen Pilzspezies interagieren, wobei die Interaktion mit den 
unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Farnesylpyrophosphat Synthase 
nicht immer gleich stark sein muss. 

25 

Gegenstand der vorliegenden Erfmdungen ist deshalb ein Verfahren zum Identi- 
fizieren von Antimykotika, d.h. von Inhibitoren der Farnesylpyrophosphat Synthase 
aus human- oder tierpathogenen Pilzen zum Herstellen von Mitteln zur Behandlung 
von durch human- oder tierpathogene Pilze hervorgerufenen Erkrankungen. 

30 
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Dabei sind die folgenden humanpathogenen Pilze von besonderem Interesse, die 
unter anderem die nachfolgend genannten Krankheitsbilder hervorrufen konnen: 

Dermatophyte^ wie z.B. Trichophyton spec, Microsporum spec, Epidermophyton 
5 floccosum oder Keratomyces ajelloi, die z.B. Fufimykosen (Tinea pedis) hervorrufen, 

Hefen, wie z.B. Candida albicans, Soor-Osophagitis und Dermatitis hervorruft, 
Candida glabrata, Candida krusei oder Cryptococcus neoformans, die z.B. pulmo- 
nale Cryptococcose und auch Torulose hervorrufen konnen, 

10 

Schimmelpilze, wie z.B. Aspergillus fumigatus, A. flaws, A. niger, die z.B. broncho- 
pulmonale Aspergillose oder Pilzsepsis hervorrufen, Mucor spec, Absidia spec, 
oder Rhizopus spec, die z.B. Zygomykosen (intravasale Mykosen) hervorrufen, 
Rhinosporidium seeberi, der z.B. chronische granulomatose Pharyngitis und 

15 Tracheitis hervorruft, Madurella myzetomatis, der z.B. subkutane Myzetome hervor- 
ruft, Histoplasma capsulatum, der z.B. retikuloendotheliale Zytomykose und M. 
Darling hervorruft, Coccidioides immitis, der z. B. pulmonale Coccidioidomykose 
und Sepsis hervorruft, Paracoccidioides brasiliensis, der z.B. brasilianische 
Blastomykose hervorruft, Blastomyces dermatitidis, der z.B. Gilchrist-Krankheit und 

20 nordamerikanische Blastomykose hervorruft, Loboa loboi, der z.B. Keloid-Blasto- 
mykose und Lobo's Krankheit hervorruft, und Sporothrix schenckii, der z.B. Sporo- 
trichose (granulomatose Hautmykose) hervorruft. 

Im Folgenden sollen die Begriffe "fungizid" bzw. "Fungizid" gleichermaBen fur die 
25 Begriffe "antimykotisch" bzw. "Antimykotikum" als auch fiir die Begriffe "fungizid" 
bzw. "Fungizid" im herkommlichen Sinne, d.h. bezogen auf pflanzenpathogene 
Pilze, verwendet werden. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer aus einem bestimmten Pilz, hier z.B. aus S. 
30 cerevisiae, gewonnenen Farnesylpyrophosphat Synthase gefunden werden, konnen 
also auch mit einer Farnesylpyrophosphat Synthase aus zahlreichen anderen 
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Pilzspezies, gerade auch mit pflanzenpathogenen Pilzen interagieren, wobei die Inter- 
aktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Farnesyl- 
pyrophosphat Synthasen nicht iiraner gleich stark sein muss. Dies erklart unter 
anderem die beobachtete Selektivitat der an diesem Enzym wirksamen Substanzen. 

Der Ausdruck "Kompetitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Eigen- 
schaft der Verbindungen, mit anderen, gegebenenfalls zu identifizierenden Verbin- 
dungen um die Bindung an der Farnesylpyrophosphat Synthase zu kompetitieren und 
diese vom Enzym zu verdrangen bzw. von dieser verdrangt zu werden. 

Der Ausdruck "Agonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Molekiil, 
das die enzymatische Aktivitat der Farnesylpyrophosphat Synthase beschleunigt oder 
verstarkt 

Der Ausdruck "Antagonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Mole- 
kul, das die enzymatische Aktivitat der Farnesylpyrophosphat Synthase verlangsamt 
oder zum Erliegen bringt. 

Der Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, stellt den Oberbegriff zu 
Agonist bzw. Antagonist dar. Modulatoren konnen kleine organisch-chemische 
Molekule, Peptide oder Antikorper sein, die an die erfindungsgemaBen Polypeptide 
binden bzw. die deren Aktivitat beeinflussen. Weiterhin konnen Modulatoren kleine 
organisch-chemische Molekule, Peptide oder Antikorper sein, die an ein Molekiil 
binden, welches wiederum an die erfindungsgemaBen Polypeptide bindet, und 
dadurch deren biologische Aktivitat beeinflusst. Modulatoren konnen natiirliche 
Substrate und Liganden darstellen oder strukturelle oder funktionelle Mimetika 
davon. Bevorzugt handelt es sich beim Ausdruck "Modulator", wie er hierin ver- 
wendet wird, jedoch um solche Molekule, die nicht die naturlichen Substrate bzw. 
Liganden darstellen. 
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Trotz umfangreicher Forschungen an der Famesylpyrophosphat Synthase war bislang 
unbekannt, dass die Famesylpyrophosphat Synthase in Pilzen ein Zielprotein (ein so 
genanntes "Target") fiingizid wirksamer Substanzen sein kann. 

Fur bereits bekannte Inhibitoren der Famesylpyrophosphat Synthase wurde keine 
fungizide Wirkung beschrieben (siehe z.B. Bergstrom et al., 2000, Alendronate Is a 
Specific, Nanomolar Inhibitor of Farnesyl Diphosphate Synthase. Archives of 
Biochemistry and Biophysics 373(1), 231-241; Dunford et al., 2001, Structure- 
activity relationships for inhibition of farnesyl diphosphate synthase in vitro and 
inhibition of bone resorption in vivo by nitrogen-containing bisphosphonates. 

t, i nr. 7 —J T? v *„^™„„+„1 TUnmncmrtn* lQfi(l\ 9^-949* 

JOUrntll uj r nur rnucuivgy u»u a^v/>o/ n,c** ^ Ujs*~*~»*w ~ — v— — - — -> 

Thompson et al., 2002, Identification of a Bisphosphonate That Inhibits Isopentenyl 
Diphosphate Isomerase and Farnesyl Diphosphate Synthase. Biochemical and 
Biophysical Research Communications 290(2), 869-873). 

In der vorliegenden Erfindung wird nun zum ersten Mai gezeigt, dass die 
Famesylpyrophosphat Synthase ein insbesondere fur Pilze wichtiges Enzym darstellt 
und deshalb in besonderem MaBe dazu geeignet ist, als Zielprotein fur die Suche 
nach weiteren und verbesserten fungizid wirksamen Wirkstoffen verwendet zu 
werden. Die vorliegende Erfindung zeigt weiterhin, dass das Enzym 
Famesylpyrophosphat Synthase weiterhin fur Verfahren zum Identifizieren von 
Modulatoren bzw. Inhibitoren der enzymatischen Aktivitat des Polypeptids in 
geeigneten Testverfahren zuganglich ist, was bei verschiedenen theoretisch interes- 
santen Targets nicht selbstverstandlich ist. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird weiterhin gezeigt, dass die 
Famesylpyrophosphat Synthase auch tatsachlich durch Wirkstoffe beeinflusst werden 
kann, und dass die Inhibition der pilzlichen Famesylpyrophosphat Synthase zur 
Schadigung oder zum Absterben des behandelten Pilzes fiihrt. 
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So wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Verfahren entwickelt, das 
geeignet ist, die enzymatische Aktivitat der Farnesylpyrophosphat Synthase sowie die 
Hemmung dieser Aktivitat durch eine oder mehrere Substanzen in einem so 
genannten Hemmtest zu bestimmen, und auf diese Weise Inhibitoren des Enzyms 
5 z.B. in HTS- und UHTS- Verfahren zu identifizieren. Identifizierte Inhibitoren 
konnen dann in vivo auf ihre fungizide Wirkung gepriift werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde weiter gefunden, dass die 
Farnesylpyrophosphat Synthase auch in vivo durch Wirkstoffe inhibiert werden kann 

10 und ein mit diesen Wirkstoffen behandelter pilzlicher Organismus durch die Behand- 
lung mit diesen Wirkstoffen geschadigt und abgetotet werden kann. Die Inhibitoren 
einer pilzlichen Farnesylpyrophosphat Synthase konnen also als Fungizide 
insbesondere im Pflanzenschutz oder auch als Antimykotika in Pharmaindikationen 
verwendet werden. In der vorliegenden Erfindung wird beispielsweise gezeigt, dass 

15 die Hemmung der Farnesylpyrophosphat Synthase mit einer in einem erfindungs- 
gemafien Verfahren identifizierten Substanzen zum Absterben der behandelten Pilze 
in synthetischen Medien bzw. auf der Pflanze fuhrt. 

Eine Farnesylpyrophosphat Synthase, die in einem erfindungsgemafien Verfahren 
20 eingesetzt werden kann, kann z.B. aus Pilzen wie S. cerevisiae gewonnen werden. 
Zur Herstellung der Farnesylpyrophosphat Synthase aus Hefe kann das Gen z.B. 
rekombinant in Escherichia coli exprimiert und aus E. coli Zellen eine Enzym- 
preparation hergestellt werden (Beispiel 1). 

25 So wurde fur die Expression des von erg20 kodierten Polypeptids Erg20 (Chambon 
et al., 1990, Isolation and properties of yeast mutants affected in farnesyl diphosphate 
synthetase. Curr. Genet. 18(1), 41-6; SWISS-PROT Accession Nummer: P08524) 
der zugehorige ORF aus genomischer DNA nach dem Fachmann bekannten 
Methoden iiber genspezifische Primer amplifiziert. Die entsprechende DNA wurde in 

30 den Vektor pGEX-4T-l (Pharmacia Biotech, ermoglicht die Einfuhrung eines N- 
terminalen GST-Tags) kloniert. Das resultierende Plasmid pErg20 enthalt die 
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vollstandige kodierende Sequenz von erg20 in einer N-terminalen Fusion mit einem 
GST-Tag aus dem Vektor. Das Erg20 Fusionsprotein besitzt eine berechnete Masse 
von 64,5 kDa (vgl. Beispiel 1 und Abbildung 3). 

Das Plasmid pErg20 wurde dann zur rekombinanten Expression von Erg20 in E. coli 
Origami Zellen verwendet (vgl. Beispiel 1). 

Wie bereits vorstehend ausgefuhrt, ist die vorliegende Erfindung nicht nur auf die 
Verwendung von Farnesylpyrophosphat Synthase aus Hefe beschrankt. In analoger 
und dem Fachmann bekannter Weise konnen auch aus anderen Pilzen, vorzugsweise 
aus pflanzenpathogenen Pilzen, Polypeptide mit der Aktiviiai einer Farnesylpyro- 
phosphat Synthase gewonnen werden, die dann in einem erfmdungsgemaBen 
Verfahren eingesetzt werden konnen. Bevorzugt wird die Farnesylpyrophosphat 
Synthase aus S. cerevisiae verwendet. 

Der Ausdruck "Polypeptide", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich sowohl auf 
kurze Aminosaureketten, die gewohnlich als Peptide, Oligopeptide oder Oligomere 
bezeichnet werden, als auch auf langere Aminosaureketten, die gewohnlich als 
Proteine bezeichnet werden. Er umfasst Aminosaureketten, die entweder durch nattir- 
liche Prozesse, wie posttranslationale Prozessierung, oder durch chemische Ver- 
fahren, die Stand der Technik sind, modifiziert sein konnen. Solche Modifikationen 
konnen an verschiedenen Stellen und mehrfach in einem Polypeptid vorkommen, wie 
beispielsweise am Peptid-Ruckgrat, an der Aminosaure-Seitenkette, am Amino- 
und/oder am Carboxy-Terminus. Sie umfassen beispielsweise Acetylierungen, Acy- 
lierungen, ADP-Ribosylierungen, Amidierungen, kovalente Verknupfungen mit 
Flavinen, Ham-Anteilen, Nukleotiden oder Nukleotid-Derivaten, Lipiden oder Lipid- 
Derivaten oder Phophatidylinositol, Cyclisierungen, Disulfidbruckenbildungen, De- 
methylierungen, Cystin-Bildungen, Formylierungen, gamma-Carboxylierungen, Gly- 
cosylierungen, Hydroxylierungen, Iodierungen, Methylierungen, Myristoylierungen, 
Oxidationen, proteolytische Prozessierungen, Phosphorylierungen, Selenoylierungen 
und tRNA-vermittelte Additionen von Aminosauren. 
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Die erfindungsgemaBen Polypeptide konnen in der Form "reifer" Proteine oder als 
Teile groBerer Proteine, z.B. als Fusionsproteine, vorliegen. Weiterhin konnen sie 
Sezernierungs- oder "Leader"-Sequenzen, Pro-Sequenzen, Sequenzen, die eine ein- 

5 fache Reinigung ermoglichen, wie mehrfache Histidin-Reste, oder zusatzliche stabili- 
sierende Aminosauren aufweisen. Die erfindungsgemaBen Proteine konnen ebenfalls 
so vorliegen, wie sie natiirlicherweise in ihrem Herkunftsorganismus vorliegen, aus 
dem sie zum Beispiel direkt gewonnen werden konnen. In den erfindungsgemaBen 
Verfahren konnen ebenso aktive Fragmente einer Farnesylpyrophosphat Synthase 

10 eingesetzt werden, solange sie die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des 
Polypeptids bzw. deren Inhibition durch eine Kandidatenverbindung ermoglichen. 

Die in den erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzten Polypeptide konnen im 
Vergleich zu den entsprechenden Regionen von naturlich vorkommenden Farnesyl- 
15 pyrophosphat Synthasen Deletionen oder Aminosauresubstitutionen aufweisen, 
solange sie zumindest noch die biologische Aktivitat einer vollstandigen 
Farnesylpyrophosphat Synthase zeigen. Konservative Substitutionen sind bevorzugt. 
Solche konservativen Substitutionen umfassen Variationen, wobei eine Aminosaure 
durch eine andere Aminosaure aus der folgenden Gruppe ersetzt wird: 

20 

1. Kleine aliphatische, nicht-polare oder wenig polare Reste: Ala, Ser, Thr, Pro 
und Gly; 

2. Polare, negativ geladene Reste und deren Amide: Asp, Asn, Glu und Gin; 

3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg und Lys; 

25 4. GroBe aliphatische, nicht-polare Reste: Met, Leu, He, Val und Cys; und 
5. Aromatische Reste: Phe, Tyr und Trp. 



30 



Ein mogliches Reinigungs verfahren der Farnesylpyrophosphat Synthase basiert auf 
praparativer Elektrophorese, FPLC, HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltra- 
tions-, Reversphasen- oder leicht hydrophoben Saulen), Gelfiltration, differentieller 
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Prazipitation, Ionenaustausch-Chromatographie oder Affinitatschromatographie (vgl. 
Beispiel 1). 

Ein schnelles Verfahren zum Isolieren von Farnesylpyrophosphat Synthasen, die von 
5 Wirtszellen synthetisiert werden, beginnt mit der Expression eines Fusionsproteins, 
wobei der Fusionspartner auf einfache Weise affmitatsgereinigt werden kann. Der 
Fusionspartner kann beispielsweise ein GST-Tag sein (vgl. Beispiel 1). Das Fusions- 
protein kann dann an Glutathion-Sepharosesaule gereinigt werden. Der Fusionspart- 
ner kann durch partielle proteolytische Spaltung beispielsweise an Linkern zwischen 
10 dern Fusionspartner und dem zu reinigenden erfindungsgemaBen Polypeptid abge- 
trennt werden. Der Linker kann so gestaltet werden, dass er Ziel-Aminosauren, wie 
Arginin- und Lysin-Reste einschlieBt, die Stellen fur eine Spaltung durch Trypsin 
definieren. Um solche Linker zu erzeugen, konnen Standard-Klonierungsverfahren 
unter Verwendung von Oligonukleotiden angewendet werden. 

15 

Weitere mogliche Reinigungsverfahren basieren wiederum auf praparativer Elektro- 
phorese, FPLC, HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphasen- 
oder leicht hydrophoben Saulen), Gelfiltration, differentieller Prazipitation, Ionen- 
austausch-Chromatographie und Affinitatschromatographie. 

20 

Die Ausdriicke "Isolierung oder Reinigung", wie sie hierin verwendet werden, be- 
deuten, dass die erfindungsgemaBen Polypeptide von anderen Proteinen oder anderen 
Makromolekulen der Zelle oder des Gewebes abgetrennt werden. Vorzugsweise ist 
eine die erfindungsgemaBen Polypeptide enthaltende Zusammensetzung hinsichtlich 
25 des Proteingehalts gegenuber einer Praparation aus den Wirtszellen mindestens 10- 
fach und besonders bevorzugt mindestens 100-fach angereichert. 

Die erfindungsgemaBen Polypeptide konnen auch ohne Fusionspartner mit Hilfe von 
Antikorpern, die an die Polypeptide binden, affmitatsgereinigt werden. 

30 
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Das Verfahren zum Herstellen von Polypeptiden mit der Aktivitat einer Farnesyl- 
pyrophosphat Synthase, wie z.B. des Polypeptids Erg20, ist damit gekennzeichnet ist 
durch 

(a) das Kultivieren einer Wirtszelle enthaltend zumindest eine exprimierbare 
Nukleinsauresequenz kodierend fur ein Polypeptid aus Pilzen mit der 
biologischen Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat Synthase unter Bedin- 
gungen, die die Expression dieser Nukleinsaure gewahrleisten, oder 

(b) das Exprimieren einer exprimierbaren Nukleinsauresequenz kodierend fur ein 
Polypeptid aus Pilzen mit der biologischen Aktivitat einer Farnesylpyro- 
phosphat Synthase in einem in vtfro-System, und 

(c) die Gewinnung des Polypeptids aus der Zelle, dem Kulturmedium oder dem 
in vtfro-System. 

Die so erhaltenen Zellen enthaltend das erfmdungsgemafie Polypeptid oder das so 
erhaltene gereinigte Polypeptid sind geeignet, in Verfahren zum Identifizieren von 
Modulatoren bzw. Inhibitoren der Farnesylpyrophosphat Synthase verwendet zu 
werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist insbesondere auch die Verwendung von 
Polypeptiden aus Pilzen, welche zumindest eine biologische Aktivitat einer Farnesyl- 
pyrophosphat Synthase ausiiben in Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoren 
eines Polypeptids aus Pilzen mit der Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat Synthase, 
wobei die Inhibitoren der Farnesylpyrophosphat Synthase als Fungizide verwendet 
werden konnen. Besonders bevorzugt wird die Farnesylpyrophosphat Synthase aus S. 
cerevisiae verwendet. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer Farnesylpyrophosphat Synthase aus einer 
bestimmten Pilzspezies gefunden werden, konnen auch mit Farnesylpyrophosphat 
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Synthasen aus anderen Pilzspezies interagieren, wobei die Interaktion mit den 
unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Farnesylpyrophosphat Synthase 
nicht immer gleich stark sein muss. Dies erklart unter anderem die Selektivitat wirk- 
samer Substanzen. Die Verwendung von Wirkstoffen, die mit einer Farnesylpyro- 
5 phosphat Synthase einer bestimmten Pilz-Spezies gefunden wurden, als Fungizide 
auch bei anderen Pilze-Spezies kann darauf zuriickgefuhrt werden, dass sich 
Farnesylpyrophosphat Synthasen aus verschiedenen Pilzspezies sehr nahe stehen und 
in groBeren Bereichen eine ausgepragte Homologie zeigen. So wird in Abbildung 2 
deutlich, dass eine solche Homologie iiber betrachtliche Sequenzabschnitte hinweg 

10 zwischen S. cerevisiae, N. crassa, S. pombe, K. lactis, S. manihoticola, C. purpurea 
und G. fujikuroi besteht und damit die Wirkung der mit Hilfe der Farnesylpyro- 
phosphat Synthase aus Hefe gefundenen Substanzen nicht auf S. cerevisiae 
beschrankt bleibt. In Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden werden deshalb 
bevorzugt Polypeptide mit der enzymatischen Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat 

15 Synthase verwendet, die eine Konsensussequenz gemaB Abbildung 2 aufweisen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zum Identifizieren 
von Fungiziden durch Testen von potentiellen Inhibitoren bzw. Modulatoren der 
enzymatischen Aktivitat der Farnesylpyrophosphat Synthase (Kandidatenverbindung) 
20 in einem Farnesylpyrophosphat Synthase-Hemmtest. 

Verfahren, die geeignet sind, Modulatoren, insbesondere Inhibitoren bzw. Anta- 
gonisten der erfindungsgemaBen Polypeptide zu identifizieren, beruhen in aller Regel 
auf der Bestimmung der Aktivitat bzw. der biologischen Funktionalitat des Poly- 

25 peptids. Dazu kommen prinzipiell sowohl auf ganzen Zellen beruhende Verfahren (in 
vivo Verfahren) in Frage, wie auch Verfahren, die auf der Verwendung des aus den 
Zellen isolierten Polypeptids beruhen, das in gereinigter oder teilweise gereinigter 
Form oder auch als Rohextrakt vorliegen kann. Diese zellfreien in vitro Verfahren 
konnen ebenso wie in vivo Verfahren im LabormaBstab, in bevorzugter Weise aber 

30 auch in HTS oder UHTS Verfahren genutzt werden. Im Anschluss an die in vivo oder 
in vitro Identifizierung von Modulatoren des Polypeptids konnen Tests an Pilzkul- 
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turen durchgefuhrt werden, urn die fungizide Wirksamkeit der gefiindenen Ver- 
bindungen zu priifen. 

Viele Testsysteme, die die Prufung von Verbindungen und naturlichen Extrakten 
zum Ziel haben, sind bevorzugt auf hohe Durchsatzzahlen ausgerichtet, urn die Zahl 
der untersuchten Substanzen in einem gegebenen Zeitraum zu maximieren. Test- 
systeme, die auf zellfreiem Arbeiten beruhen, brauchen gereinigtes oder semi- 
gereinigtes Protein. Sie sind geeignet fur eine "erste" Prufung, die in erster Linie 
darauf abzielt, einen moglichen Einfluss einer Substanz auf das Zielprotein zu 
detektieren. 1st eine solche erste Prufung erfolgt und eine oder mehrere Verbin- 
a„^„^ UvfroHp o*n fr^fiinHRn V^nn Hi p. Wirkunp solcher Verbinduneen im Labor 
noch gezielter untersucht werden. So kann in einem ersten Schritt die Inhibierung 
oder Aktivierung des erfindungsgemaBen Polypeptids in vitro noch einmal gepriift 
werden, um im Anschluss daran die Wirksamkeit der Verbindung am Zielorganis- 
mus, hier einem oder mehreren pflanzenpathogenen Pilzen, zu testen. Die Verbin- 
dung kann dann gegebenenfalls als Ausgangspunkt fur die weitere Suche und Ent- 
wicklung von fungiziden Verbindungen verwendet werden, die auf der urspriing- 
lichen Struktur basieren, jedoch z.B. hinsichtlich Wirksamkeit, Toxizitat oder 
Selektivitat optimiert sind. 

Um Modulatoren aufzufinden, kann z.B. ein synthetischer Reaktionsmix (z.B. 
Produkte der in vitro Transkription) oder ein zellularer Bestandteil, wie eine 
Membran, ein Kompartiment oder irgendeine andere Preparation, die die erfindungs- 
gemaBen Polypeptide enthalt, zusammen mit einem gegebenenfalls markierten Sub- 
strat oder Liganden der Polypeptide in Gegenwart und Abwesenheit eines Kandi- 
datenmolekiils, das ein Antagonist sein kann, inkubiert werden. Die Fahigkeit des 
Kandidatenmolekiils, die Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide zu hemmen, 
wird z.B. erkennbar an einer verringerten Bindung des gegebenenfalls markierten 
Liganden oder an einer verringerten Umsetzung des gegebenenfalls markierten Sub- 
strates. Molekule, die die biologische Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide 
hemmen, sind gute Antagonisten. 
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Die Detektion der biologischen Aktivitat der erfmdungsgemaCen Polypeptide kann 
durch ein so genanntes Reportersystem verbessert werden. Reportersysteme in dieser 
Hinsicht umfassen, sind aber nicht beschrankt auf colorimetrisch oder fluori- 
5 metrische nachweisbare Substrate, die in ein Produkt umgewandelt werden oder ein 
Reportergen, das auf Veranderungen der Aktivitat oder der Expression der erfin- 
dungsgemaBen Polypeptide anspricht oder andere bekannte Bindungstests. 

Ein weiteres Beispiel fur ein Verfahren, mit welchem Modulatoren der erfindungs- 
10 gemafien Polypeptide aufgefunden werden konnen, ist ein Verdrangungstest, bei dem 
man unter danir geeigneien Bedingungen die erfindungsgeinaBen Polypeptide and 
einen potenziellen Modulator mit einem Molekiil, das bekanntermaBen an die erfin- 
dungsgemaBen Polypeptide bindet, wie einem natiirlichen Substrat oder Liganden 
oder einem Substrat- oder Liganden-Mimetikum zusammenbringt. Die erfmdungs- 
15 gemafien Polypeptide selbst konnen markiert werden, z.B. fluorimetrisch oder colori- 
metrisch, so dass man die Anzahl der Polypeptide, die an einen Liganden gebunden 
sind oder die eine Umsetzung mitgemacht haben, exakt bestimmen kann. Ebenso 
kann jedoch die Bindung mittels des gegebenenfalls markierten Substrats, Liganden 
bzw, Substratanalogen verfolgt werden. Auf diese Weise lasst sich die Effektivitat 
20 Antagonisten ermessen. 

Effekte wie Zelltoxizitat werden in diesen in vitro Systemen in der Regel ignoriert. 
Die Testsysteme uberpriifen dabei sowohl inhibierende bzw. suppressive Effekte der 
Substanzen, als auch stimulatorische Effekte. Die Effektivitat einer Substanz kann 
25 durch konzentrationsabhangige Testreihen iiberpruft werden. KontroIIansatze ohne 
Testsubstanzen bzw. ohne Enzym konnen zur Bewertung der Effekte herangezogen 
werden. 

Durch die anhand der vorliegenden Erfmdung verfugbaren, fur eine erfindungs- 
30 gemaBe Farnesylpyrophosphat Synthase kodierende Nukleinsauren enthaltenden 
Wirtszellen, wird die Entwicklung von Testsystemen, die auf Zellen basieren, zur 
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Identifizierung von Substanzen ermoglicht, die die Aktivitat der erfindungsgemaBen 
Polypeptide modulieren. 

Eine andere Moglichkeit zur Identifizierung von Substanzen, die die Aktivtat der 
5 erfindungsgemaBen Polypeptide modulieren, ist so auch der sogenannten "Scintilla- 
tion Proximity Assay" (SPA), siehe EP 015 473. Dieses Testsystem nutzt die Inter- 
aktion eines Polypeptids (z.B. Farnesylpyrophosphat Synthase aus Hefe) mit einem 
radiomarkierten Liganden bzw. Substrat. Das Polypeptid ist dabei an kleine 
Kugelchen ("Microspheres") oder Perlen ("Beads") gebunden, die mit 

10 szintillierenden Molekiilen versehen sind. Im Verlauf des Ab falls der Radioaktivitat 
wird die szintillierende Substanz im Kugelchen durch die subatomaren Partikel des 
radioaktiven Markers angeregt und ein detektierbares Photon emittiert. Die Test- 
bedingungen werden so optimiert, dass nur jene vom Liganden ausgehenden Partikel 
zu einem Signal fuhren, die von einem an das erfindungsgemaBe Polypeptid 

1 5 gebundenen Liganden ausgehen. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den zu identifizierenden Modulatoren um kleine 
organisch-chemische Verbindungen. 

20 Ein Verfahren zum Identifizieren einer Verbindung, die die Aktivitat einer 
Farnesylpyrophosphat Synthase aus Pilzen moduliert und die als Fungizid im 
Pflanzenschutz verwendet werden kann, besteht bevorzugt darin, dass man 

a) ein erfindungsgemafies Polypeptid oder eine Wirtszelle enthaltend dieses 
25 Polypeptid mit einer chemischen Verbindung oder mit einem Gemisch von 

chemischen Verbindungen unter Bedingungen in Kontakt bringt, die die Inter- 
aktion einer chemischen Verbindung mit dem Polypeptid erlauben, 



30 



b) die Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids bei Abwesenheit einer 
chemischen Verbindung mit der Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids 
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bei Anwesenheit einer chemischen Verbindung oder eines Gemisches von 
chemischen Verbindungen vergleicht, vmd 

c) die chemische Verbindung bestimmt, die die Aktivitat des erfindungsgema- 
Ben Polypeptids spezifisch moduliert und gegebenenfalls 

d) die fiingizide Wirkung der bestimmten Verbindung in vivo priift. 

Besonders bevorzugt wird dabei diejenige Verbindung bestimmt, die die Aktivitat 
des erfindungsgemaBen Polypeptids spezifisch inhibiert. Der Begriff "Aktivitat", wie 
er nier verweiiuci wnu, ucz-icm &i^n am uio uiuiu^ioui^ ruvuvn^ vhuiuuh 6 j 
gemaBen Polypeptids. 

Ein bevorzugtes Verfahren nutzt die Tatsache aus, dass bei der Reaktion der 
Farnesylpyrophosphat Synthase zwei Molekule Pyrophosphat freigesetzt werden. Die 
Aktivitat bzw. die Ab- oder Zunahme der Aktivitat des erfindungsgemaBen Poly- 
peptids kann deswegen durch enzymatische Spaltung des Pyrophosphats mittels 
anorganischer Pyrophosphatase und anschlieBendem Nachweis des freigesetzten 
Orthophosphats mit einem Phosphatnachweisreagenz bestimmt werden. Dabei wird 
die geringere bzw. inhibierte Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids anhand 
der photospektrometrischen Bestimmung der Abnahme bzw. der Zunahme des frei- 
gesetzten Orthophosphats verfolgt. Die Konzentration des freigesetzten Phosphat 
kann dann mit einem Phosphatnachweisreagenz bei einem Absorptionsmaximum bei 
620 nm bestimmt werden. 

Die Messung kann auch in fur HTS- oder UHTS-Assays gangigeren Formaten 
erfolgen, z.B. in Mikrotiterplatten, in denen z.B. ein Gesamtvolumen von 5 bis 50 |il 
pro Ansatz bzw. pro Well vorgelegt wird und die einzelnen Komponenten in der 
gewiinschten Endkonzentrationen vorliegen (vgl. Beispiel 2). Dabei wird die zu 
testende, potentiell die Aktivitat des Enzyms inhibierende oder aktivierende Verbin- 
dung (Kandidatenmolekul) z.B. in einer geeigneten Konzentration in Testpuffer 
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enthaltend Dimethylallylpyrophosphat und Isopentenylpyrophosphat vorgelegt. Dann 
wird das erfindungsgemaBe Polypeptid in Testpuffer und das fur den gekoppelten 
Assay notwendige Hilfsenzym anorganische Pyrophosphatase zugegeben und die 
Reaktion damit gestartet. Der Ansatz wird dann z.B. bis zu 40 Minuten bei einer 
geeigneten Temperatur inkubiert und die Absorptionszunahme bei 620 nm gemessen. 

Eine weitere Messung erfolgt in einem entsprechenden Ansatz, jedoch ohne Zugabe 
eines Kandidatenmolekiils und ohne Zugabe eines erfindungsgemaBen Polypeptids 
(Negativkontrolle). Eine weitere Messung erfolgt wiederum bei Abwesenheit eines 
Kandidatenmolekiils, jedoch bei Anwesenheit des erfindungsgemaBen Polypeptids 
(Positivkontroiie). Negativ- und Positivkontroiie ergeben damit die Vergleichswerie 
zu den Ansatzen bei Anwesenheit eines Kandidatenmolekiils. 

Um optimale Bedingungen fur ein Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der 
Famesylpyrophosphat Synthase bzw. zur Bestimmung der Aktivitat der erfindungs- 
gemaBen Polypeptide zu ermitteln, kann es vorteilhafl sein, den jeweiligen K M -Wert 
des verwendeten erfindungsgemaBen Polypeptids zu bestimmen. Dieser gibt Auf- 
schluss iiber die bevorzugt zu verwendende Konzentration des bzw. der Substrate. Im 
Fall der Famesylpyrophosphat Synthase aus Hefe konnte ein K M von 36 jiM ftir 
Dimethylallylpyrophosphat und ein K M von 49 |iM fur Isopentenylpyrophosphat 
bestimmt werden (Abbildung 5 und 6). 

Mit Hilfe der vorstehend beispielhaft beschriebenen Verfahren konnten im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung Verbindungen identifiziert werden, die die pilzliche 
Famesylpyrophosphat Synthase inhibieren, und die in der Lage sind, Pilze ver- 
schiedener Spezies zu schadigen (z.B. Wachstumshemmung) bzw. abzutoten. 

Es versteht sich von selbst, dass neben den genannten Verfahren zur Bestimmung der 
enzymatischen Aktivitat einer Famesylpyrophosphat Synthase bzw. der Inhibition 
dieser Aktivitat und zum Identifizieren von Fungiziden auch andere, z.B. bereits 
bekannte, Verfahren bzw. Hemmtests verwendet werden konnen, solange diese Ver- 
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fahren es gestatten, die Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat Synthase zu bestimmen 
und eine Inhibition dieser Aktivitat durch eine Kandidtatenverbindung zu erkennen. 

In Tabelle I werden beispielhaft Verbindungen gezeigt, die mit einem erfmdungs- 
5 gemaBen Verfahren als Inhibitoren der Farnesylpyrophosphat Synthase identifiziert 
werden konnten. 

Der dort angegebene pI50-Wert ist der negative dekadische Logarithmus des so 
genannten IC50-Werts, der die molare Konzentration einer Substanz angibt, die zur 
10 50 %igen Hemmung des Enzyms fuhrt. 

Ein pI50-Wert von 8 entspricht z.B. einer halbmaximalen Hemmung des Enzyms bei 
einer Konzentration von 10 nM. 

15 Tabelle I 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte weiter gezeigt werden, dass die mit 
Hilfe eines erfindungsgemaBen Verfahrens identifizierten Inhibitoren einer erfin- 
dungsgemaBen Farnesylpyrophosphat Synthase geeignet sind, Pilze zu schadigen 
5 oder zu toten. 

Dazu kann z.B. in die Kavitaten von Mikrotiterplatten eine Losung des zu 
priifenden Wirkstoffs pipettiert werden. Nachdem das Losungsmittel abgedampft 
ist, wird zu jeder Kavitat Medium hinzugefugt. Das Medium wird vorher mit einer 
10 geeigneten Konzentration von Sporen bzw. Mycel des zu priifenden Pilzes versetzt 
Die resultierenden Konzentrationen des Vv 7 irkstoffes betragen z.B. 0,1, 1, 10 und 
100 ppm. 

Die Platten werden anschlieBend auf einem Schuttler bei einer Temperatur von 22°C 
15 inkubiert, bis in der unbehandelten Kontrolle ein ausreichendes Wachstum fest- 
stellbar ist. 

Die Auswertung erfolgt photometrisch bei einer Wellenlange von 620 nm. Aus den 
Messdaten der verschiedenen Konzentrationen kann die Wirkstoffdosis bestimmt 
20 werden, die zu einer 50 %igen Hemmung des Pilzwachstums gegeniiber der 
unbehandelten Kontrolle fuhrt (ED 50 ). In Tabelle II sind die Ergebnisse eines solchen 
Tests als ED50-Werte fur in einem erfindungsgemaBen Verfahren gefundene 
Verbindungen (Tab. I) beispielhaft wiedergegeben. 

25 Tabelle II 



Verbindung 


Organismus 


ED S0 [ppm] 


(Bsp.) 






1 


Botrytis cinerea 


82,18 


1 


Coriolus versicolor 


<0,10 


1 


Penicillium brevicaule 


31,62 
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2 


Botrytis cinerea 


18,39 


2 


Phytophthora cryptogea 


94,81 


2 


Septoria tritici 


21,17 



Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher ebenfalls auf die Verwendung von 
Modulatoren der Farnesylpyrophosphat Synthase aus Pilzen, bevorzugt aus pflanzen- 
pathogenen Pilzen als Fungizide. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf Fungizide, die mit Hilfe eines 
erfmdungsgemaBen Verfahrens identifiziert wurden. 

Verbindungen, die mit Hilfe eines erfmdungsgemaBen Verfahrens identifiziert 
werden, und die aufgrund der Inhibition der pilzlichen Farnesylpyrophosphat 
Synthase eine fungizide Wirkurig aufweisen, konnen dann zur Herstellung von 
fungiziden Mitteln verwendet werden. 

Die identifzierten Wirkstoffe konnen in Abhangigkeit von ihren jeweiligen 
physikalischen und/oder chemischen Eigenschaften in die iiblichen Formulierungen 
uberfiihrt werden, wie Losungen, Emulsionen, Suspensionen, Pulver, Schaume, Pasten, 
Granulate, Aerosole, Feinstverkapselungen in polymeren Stoffen und in Hiillmassen fur 
Saatgut, sowie ULV-Kalt- und Warmnebel-Formulierungen. 

Diese Formulierungen werden in bekannter Weise hergestellt, z.B. durch Vermischen 
der Wirkstoffe mit Streckmitteln, also flussigen Losungsmitteln, unter Druck stehenden 
verflussigten Gasen und/oder festen Tragerstoffen, gegebenenfalls unter Verwendung 
von oberflachenaktiven Mitteln, also Emulgiermitteln und/oder Dispergiermitteln 
und/oder schaumerzeugenden Mitteln. Im Falle der Benutzung von Wasser als Streck- 
mittel konnen z.B. auch organische Losungsmittel als Hilfslosungsmittel verwendet 
werden. Als fliissige Losungsmittel kommen im wesentlichen in Frage: Aromaten, wie 
Xylol, Toluol oder Alkylnaphthaline, chlorierte Aromaten oder chlorierte aliphatische 
Kohlenwasserstoffe, wie Chlorbenzole, Chlorethylene oder Methylenchlorid, alipha- 
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tische Kohlenwasserstoffe, wie Cyclohexan oder Paraffine, z.B. Erdolfraktionen, 
Alkohole, wie Butanol oder Glycol sowie deren Ether und Ester, Ketone, wie Aceton, 
Methylethylketon, Methylisobutylketon oder Cyclohexanon, stark polare Losungs- 
mittel, wie Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid, sowie Wasser. Mit verflussigten 
gasformigen Streckmitteln oder Tragerstoffen sind solche Flussigkeiten gemeint, 
welche bei normaler Temperatur und unter Normaldruck gasformig sind, z.B. Aerosol- 
Treibgase, wie Halogenkohlenwasserstoffe sowie Butan, Propan, Stickstoff und 
Kohlendioxid. Als feste Tragerstoffe kommen in Frage: z.B. naturliche Gesteinsmehle, 
wie Kaoline, Tonerden, Talkum, Kreide, Quarz, Attapulgit, Montmorillonit oder Diato- 
meenerde und synthetische Gesteinsmehle, wie hochdisperse Kieselsaure, Aluminium- 
oxid und Silikate. Als feste Tragerstoffe fur Granulate kommen in Frage: z.B. 
gebrochene und fraktionierte nattirliche Gesteine wie Calcit, Marmor, Bims, Sepiolith, 
Dolomit sowie synthetische Granulate aus anorganischen und organischen Mehlen 
sowie Granulate aus organischem Material wie Sagemehl, Kokosnussschalen, Mais- 
kolben und Tabakstangel. Als Emulgier und/oder schaumerzeugende Mittel kommen in 
Frage: z.B. nichtionogene und anionische Emulgatoren, wie Polyoxyethylen-Fettsaure- 
ester, Polyoxyethylen-Fettalkoholether, z.B. Alkylarylpolyglycolether, Alkylsulfonate, 
Alkylsulfate, Arylsulfonate sowie EiweiBhydrolysate. Als Dispergiermittel kommen in 
Frage: z.B. Lignin-Sulfitablaugen und Methylcellulose. 

Es konnen in den Formulierungen Haftmittel wie Carboxymethylcellulose, naturliche 
und synthetische pulverige, kornige oder latexformige Polymere verwendet werden, 
wie Gummiarabicum, Polyvinylalkohol, Polyvinylacetat, sowie naturliche Phospholi- 
pide, wie Kephaline und Lecithine, und synthetische Phospholipide. Weitere Additive 
konnen mineralische und vegetabile Ole sein. 

Es konnen Farbstoffe wie anorganische Pigmente, z.B. Eisenoxid, Titanoxid, Ferro- 
cyanblau und organische Farbstoffe, wie Alizarin-, Azo- und Metallphthalocyanin- 
farbstoffe und Spurennahrstoffe, wie Salze von Eisen, Mangan, Bor, Kupfer, Kobalt, 
Molybdan und Zink verwendet werden. 
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Die Formulierungen enthalten im allgemeinen zwischen 0,1 und 95 Gewichtsprozent 
Wirkstoff, vorzugsweise zwischen 0,5 und 90 %. 

Die erfindungsgemaBen Wirkstoffe konnen als solche oder in ihren Formulierungen 
5 auch in Mischung mit bekannten Fungiziden, Bakteriziden, Akariziden, Nematiziden 
oder Insektiziden verwendet werden, urn so z.B. das Wirkungsspektrum zu verbreitern 
oder Resistenzentwicklungen vorzubeugen. In vielen Fallen erhalt man dabei syner- 
gistische Effekte, d.h. die Wirksamkeit der Mischung ist groBer als die Wirksamkeit 
der Einzelkomponenten. 

10 

Beim Einsatz der erfiiiduiigsgernaBen Verbindungen als Fungizide konnen die 
Aufwandmengen je nach Applikation innerhalb groBerer Bereiche variiert werden. 

ErfindungsgemaB konnen alle Pflanzen und Pflanzenteile behandelt werden. Unter 
15 Pflanzen werden hierbei alle Pflanzen und Pflanzenpopulationen verstanden, wie 
erwiinschte und unerwunschte Wildpflanzen oder Kulturpflanzen (einschlieBlich 
natiirlich vorkommender Kulturpflanzen). Kulturpflanzen konnen Pflanzen sein, die 
durch konventionelle Zuchtungs- und Optimierungsmethoden oder durch biotechno- 
logische und gentechnologische Methoden oder Kombinationen dieser Methoden 
20 erhalten werden konnen, einschlieBlich der transgenen Pflanzen und einschlieBlich 
der durch Sortenschutzrechte schiitzbaren oder nicht schutzbaren Pflanzensorten. 
Unter Pflanzenteilen sollen alle oberirdischen und unterirdischen Teile und Organe 
der Pflanzen, wie Spross, Blatt, Blute und Wurzel verstanden werden, wobei 
beispielhaft Blatter, Nadeln, Stangel, Stamme, Bluten, Fruchtkorper, Friichte und 
25 Samen sowie Wurzeln, Knollen und Rhizome aufgefuhrt werden. Zu den Pflanzen- 
teilen gehort auch Erntegut sowie vegetatives und generatives Vermehrungsmaterial, 
beispielsweise Stecklinge, Knollen, Rhizome, Ableger und Samen. 

Die erfindungsgemaBe Behandlung der Pflanzen und Pflanzenteile mit den Wirk- 
30 stoffen erfolgt direkt oder durch Einwirkung auf deren Umgebung, Lebensraum oder 
Lagerraum nach den iiblichen Behandlungsmethoden, z.B. durch Tauchen, Spriihen, 



Le A 36 217 



-29- 



Verdampfen, Vemebeln, Streuen, Aufstreichen und bei Vermehrungsmaterial, insbe- 
sondere bei Samen, weiterhin durch ein- oder mehrschichtiges Umhullen. 

Die nachfolgenden Beispiele illustrieren verschiedene Aspekte der vorliegenden 
Erfindung und sind nicht limitieren auszulegen. 
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Beispiele 
Beispiel 1 

Klonierung, Expressi on und Reinigung von erz20 bzw. Erg20 aus Saccharomvces 
cerevisiae 

Fur die Klonierung von erg20 bzw. dessen Expression wurde der ORF aus 
genomischer DNA aus Saccharomyces cerevisiae uber genspezifische Primer 
amplifiziert. Die entsprechende DNA, ein Amplikon von 1059 bp Lange, wurde in 
den Vektor pGEX-4T-l von Pharmacia Biotech zwischenkloniert und anschlieBend 
uber die durch die Primer eingefuhrten Schnitisteiien BamRl und Xhol in den mit 
Schnittstellen BamHI und Xhol geschnittenen Vektor pGEX-4T-l (Pharmacia 
Biotech) kloniert. Das resultierende Plasmid pErg20 enthalt die vollstandige 
kodierende Sequenz von erg20 in einer N-terminalen Fusion mit dem GST-Tag, das 
Bestandteil des Vektors ist. Das Erg20 Fusionsprotein besitzt eine berechnete Masse 
von 64,5 kDa. 

Fiir die heterologe Expression wurde das Plasmid pErg20 so in E. coli Origami trans- 
formiert, dass der Transformationsansatz direkt als Vorkultur in 50 ml Selektions- 
medium diente. Diese Zellen wurden uber Nacht bei 37°C inkubiert und an- 
schlieBend 1:25 in Selektionsmedium (LB-Medium mit 100 ^ig/ml Ampicillin) ver- 
dunnt. Die Induktion erfolgte bei einer OD 60 0nm von 0,8 - 1,0 mit 0,5 mM IPTG 
(Endkonzentration) bei 37°C Nach 4 h Induktion wurden die Zellen geemtet und bei 
-20°C gelagert. Der Aufschluss erfolgte durch Sonifizieren in Lysepuffer (50 mM 
Tris-HCl, pH 7, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 10 % Glycerin). Die durch Zentrifugation 
(20 min bei 4°C, 10 000 g) erhaltene Cytoplasmafraktion wurde fur die Aufreinigung 
des exprimierten Proteins verwendet. Die Reinigung erfolgte nach dem 
Standartprotokoll des Herstellers fiir Glutathion-Sepharose Saulen unter Verwendung 
eines Sorbitolspuffers (100 mM Tris/HCl, pH 7,3; 300 mM Sorbitol, 100 mM NaCl, 
5 mM MgCl 2 ). Als Elutionspuffer wurde 50 mM Tris/HCl pH 8,0 mit 10 mM 
reduziertem Glutathion verwendet. Das gereinigte Protein wurde in Puffer mit 
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Glycerin versetzt (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM Glutathion, 10 % Glycerin) und 
bei -80°C gelagert. Aus 250 ml Kulturmedium konnte etwa 2,0 mg losliches Protein 
isoliert werden, das in Verfahren zum Identifizieren von Modulatoren der Farnesyl- 
pyrophosphat Synthase verwendet werden konnte. 

5 

Beispiel 2 

Identifzierung von Modulatoren der Farnesylpvrophosphat Synthase in 384-Well- 
MTP in einem gekoppelten Assay 

10 

Zur Identifizierung von Modulatoren der Farnesylpyrophosphat Synthase wurden 
384-Well-Mikrotiterplatten von Greiner verwendet. 

In die erste Spalte wurde die Negativ-Kontrolle pipettiert. Diese setzte sich zusam- 
15 men aus 5 pi Testpuffer (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 3 mM MgCl 2 , 2 mM DTT, 0,01 % 
Tween 20) mit 5 % DMSO, 20 ul Mixl (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 3 mM MgCl 2 , 
2mM DTT, 0,01 % Tween 20, 42 pM Isopentenylpyrophosphat, 54 pM 
Dimethylallylpyrophosphat) und 20 pi Testpuffer (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 3 mM 
MgCl 2 , 2 mM DTT, 0,01 % Tween 20) mit 0,34 mU anorganischer Pyrophosphatase. 

20 

In die zweite Spalte wurde die Positiv-Kontrolle pipettiert. Diese setzte sich zusam- 
men aus 5ul Testpuffer mit 5 % DMSO, 20 pi Mix 1 (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 
3 mM MgCl 2 , 2 mM DTT, 0,01 % Tween 20, 42 pM Isopentenylpyrophosphat, 
54 pM Dimethylallylpyrophosphat) und 20 pi Mix 2 (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 3 mM 
25 MgCl 2 , 2 mM DTT, 0,01 % Tween 20, 0,34 mU anorganischer Pyrophosphatase, 
0,05 pg Farnesylpyrophosphat Synthase). 

In die verbleibenden Spalten wurde eine Priifsubstanz in einer Konzentration von 
2 pM in DMSO vorgelegt, wobei zum Verdunnen der Substanz auf ein Volumen von 
30 5 pi des Testpuffers verwendet wurde. Nach Zugabe von 20 pi Mix 1 (50 mM 
Tris/HCl pH 7,5, 3 mM MgCl 2 , 2 mM DTT, 0,01 % Tween 20, 42 pM Isopentenyl- 
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pyrophosphat, 54 jxM Dimethylallylpyrophosphat) wurden zum Start der Reaktion 
20 ^1 Mix 2 (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 3 mM MgCl 2 , 2 mM DTT, 0,01 % Tween 20, 
0,34 mU anorganischer Pyrophosphatase, 0,05 \ig Farnesylpyrophosphat Synthase) 
zugegeben. Es folgte Inkubation bei Raumtemperatur fur 40 Minuten. AnschlieBend 
5 wird die Reaktion durch Zugabe von 50 nl Malachitgriinlosung (drei Teile 0,025 % 
Malachitgriin Losung (in Wasser) wurden mit einem Teil 2 % Ammoniumhepta- 
molybdat Losung (in 4 M HC1) gemischt und direkt vor der Testung 39 Teile dieser 
Losung mit einem Teil 7,5 % Tween 20 (in Wasser) gemischt) abgestoppt und 90 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung des wahrend der Reaktion 
10 entstehenden Orthophosphats erfolgte durch Bestimmung der Absorption bei 620 nm 
in einem far MTP geeigneten SPECTRAFiuor Pius von Tecan. 

Beispiel 3 

15 

Nachweis der fungiziden Wirkung der identifizierten Inhibitoren der 
Farnesylpyrophosphat Synthase 

In die Kavitaten von Mikrotiterplatten wurde eine methanolische Losung des anhand 
20 eines erfindungsgemaBen Verfahrens identifizierten Wirkstoffs (Tab. I) in der 
gewiinschten Menge, versetzt mit einem Emulgator, pipettiert. Nachdem das 
Losungsmittel abgedampft war, wurden je Kavitat 200 jutl Potatoe-Dextrose-Medium 
hinzugefugt. Das Medium wurde vorher mit geeigneten Konzentrationen von Sporen 
bzw. Mycelen des zu priifenden Pilzes (siehe Tabelle II) versetzt. 

25 

Die resultierende Konzentration des Emulgators betrug 300 ppm. 

Die Platten wurden anschlieBend auf einem Schiittler bei einer Temperatur von 22°C 
inkubiert, bis in der unbehandelten Kontrolle ein ausreichendes Wachstum feststell- 
30 bar war. Die Auswertung erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 620 nm. 
Aus den Messdaten der verschiedenen Konzentrationen wird die Wirkstoffdosis, die 
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zu einer 50 %igen Hemmung des Pilzwachstums gegenuber der unbehandelten Kon- 
trolle fiihrt (ED 50 ), berechnet (siehe Tab. II). 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, dadurch gekennzeichnet, dass 
man eine chemische Verbindung in einem Farnesylpyrophosphat Synthase- 
Hemmtest testet. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man 

(a) eine Wirtszelle, die eine Farnesylpyrophosphat Synthase in ausrei- 
chender Menge exprimiert oder ein Polypeptid mit der enzymatischen 
Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat Synthase mit einer chemischen 
Verbindung oder einem Gemisch von chemischen Verbindungen unter 
Bedingungen, die die Interaktion der chemischen Verbindung mit dem 
Polypeptid erlauben, in Kontakt bringt, 

(b) die Aktivitat der Farnesylpyrophosphat Synthase bei Abwesenheit 
einer chemischen Verbindung mit der Aktivitat der Farnesylpyro- 
phosphat Synthase bei Anwesenheit einer chemischen Verbindung 
oder eines Gemisches von chemischen Verbindungen vergleicht, und 

(c) die chemische Verbindung, die die Farnesylpyrophosphat Synthase 
spezifisch inhibiert, bestimmt. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
Farnesylpyrophosphat Synthase aus einem Pilz verwendet. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Hemmung der enzymatischen Aktivitat der Farnesylpyrophosphat Syn- 
thase anhand der mit einem Phosphatnachweisreagenz bestimmten Menge der 
abgespalteten Phosphatgruppe von D-Mannose-l-phosphat gemessen wird. 
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5. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
man in einem weiteren Schritt die fungizide Wirkung der identifizierten 
Verbindung testet, indem man sie mit einem Pilz in Kontakt bringt. 

5 6. Verwendung von Polypeptiden mit der Aktivitat einer Farnesylpyrophosphat 
Synthase zum Identifizieren von Fungiziden. 

7. Verwendung von Inhibitoren von Polypeptiden mit der Aktivitat einer 
Farnesylpyrophosphat Synthase als Fungizide. 

10 

8. Verwendung von Inhibitoren eines Polypeptids mit der Aktivitat einer 
Farnesylpyrophosphat Synthase, welche durch ein Verfahren gemaB einem 
der Anspriiche 1 bis 4 identifiziert werden, als Fungizide. 



15 



9. 



Verwendung von fungiziden Verbindungen, die in einem Verfahren gemaB 
einem der Anspriiche 1 bis 5 gefunden werden, zum Herstellen von fungi- 
ziden Mitteln. 



Le A 36 217 



-36- 

Polypeptide zum Identifizieren von fungizid wirksamen Verbindungen 

Zusammenfassung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, die 
Verwendung von Farnesylpyrophosphat Synthase zum Identifizieren von Fungiziden, 
und die Verwendung von Inhibitoren der Farnesylpyrophosphat Synthase als 
Fungizide. 
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R 


R 


G 


Q 


P 


c 


w 


Y 


K. 


V 


E 


K.l. 


80 


E 


K 


V 


A 


I 


L 


G 


w 


C 


I 


E 


L 


L 


Q 


A 


Y 


F 


L 


V 


A 


D 


D 


M 


M 


D 


K 


s 


I 


T 


R 


R 


G 


Q 


P 


c 


w 


Y 


K 


V 


P 


S.c. 


28 


F 


H 


A 


A 


T 


L 


G 


w 


M 


T 


E 


L 


L, 


Q 


A 


F 


E 


L. 


V 


S 


D 


D 


I 


M 


D 


G 


s 


I 


T 


R 


R 


R 


K 


P 


c 


w 


H 


R 


Q 


D 


C.p. 


28 


F 


K 


S 


A 


T 


It 


G 


w 


M 


I 


E 


L 


L 


Q 


A 


F 


F 


L, 


V 


s 


D 


D 


I 


M 


D 


S 


s 


K 


T 


R 


R 


G 


S 


P 


c 


w 


Y 


L 


M 


P 


S.m. 



130 140 150 160 



115 


G 


V 


G 


M 


I 


A 


I 


N 


D 


A 


F 


M 


L 


E 


S 


A 


I 


Y 


T 


L 


L 


K 


K 


Y 


F 


R 


S 


H 


P 


A 


Y 


F 


D 


L 


I 


E 


S 


F 


H 


E 


G.f 


115 


G 


V 


G 


N 


I 


A 


I 


N 


D 


A 


F 


M 


V 


E 


S 


A 


I 


Y 


F 


L 


L 


K 


K 


H 


F 


R 


Q 


E 


S 


C 


Y 


V 


D 


L 


I 


E 


L 


F 


H 


D 


S.p 


115 


G 


V 


G 


M 


V 


A 


I 


N 


D 


A 


F 


M 


Li 


E 


S 


A 


I 


Y 


T 


R 


L 


K 


K 


Y 


F 


R 


s 


H 


P 


R 


Y 


V 


D 


F 


L 


E 


L 


F 


H 


E 


N.c 


117 


N 


V 


G 


D 


I 


A 


I 


N 


D 


A 


F 


M 


L 


E 


G 


A 


I 


Y 


C 


L 


L, 


K 


K 


H 


F 


R 


T 


E 


P 


Y 


Y 


V 


D 


L 


L, 


E 


L 


F 


H 


D 


K.l 


120 


E 


V 


G 


E 


I 


A 


I 


N 


D 


A 


F 


M 


L, 


E 


A 


A 


I 


Y 


K 


L 


L 


K 


S 


H 


F 


R 


N 


E 


K 


Y 


Y 


I 


D 


I 


T 


E 


L 


F 


H 


E 


S.c 


68 


G 


V 


G 


M 


I 


A 


I 


N 


D 


A 


F 


L 


I 


E 


S 


A 


I 


Y 


A 


L 


L 


K 


K 


Y 


F 


R 


S 


H 


P 


A 


Y 


V 


D 


M 


L 


E 


L 


F 


H 


E 


C.p 


68 


Q 


V 


G 


M 


V 


A 


I 


N 


D 


A 


F 


M 


L 


E 


T 


S 


I 


Y 


L 


L 


L 


K 


K 


Y 


F 


R 


Q 


S 


K 


H 


Y 


V 


D 


L 


I 


E 


L 


F 


H 


E 


S.m 






















170 
















180 














190 
















200 




155 


T 


T 


F 


Q 


T 


E 


L 


G 


Q 


L, 


C 


D 


L, 


L» 


T 


A 


P 


E 


D 


N 


V 


N 


L 


D 


N 


F 


s 


L* 


E 


K 


Y 


s 


F 


I 


V 


I 


Y 


K 


T 


A 


G.f 


155 


V 


T 


F 


Q 


T 


E 


L 


G 


Q 


Q 


h 


D 


L 


L 


T 


A 


P 


E 


D 


S 


V 


D 


L 


S 


K 


F 


s 


L 


Q 


K 


H 


s 


F 


I 


V 


I 


Y 


K 


T 


A 


S.p 


155 


V 


T 


F 


Q 


T 


E 


M 


G 


Q 


L 


c 


D 


L 


L. 


T 


E 


P 


E 


D 


K 


V 


D 


L 


D 


N 


F 


s 


M 


D 


K 


Y 


T 


F 


I 


V 


I 


Y 


K 


T 


A 


N.c 


157 


V 


T 


F 


Q 


T 


E 


L 


G 


Q 


L 


L 


D 


L 


I 


T 


A 


P 


E 


D 


K 


V 


D 


L 


S 


K 


F 


s 


L 


E 


K 


H 


s 


F 


I 


V 


I 


F 


K 


T 


A 


K.l 


160 


V 


T 


F 


Q 


T 


E 


L 


G 


Q 


L 


M 


D 


L 


I 


T 


A 


P 


E 


D 


K 


V 


D 


L 


S 


K 


F 


s 


L 


K 


K 


H 


s 


F 


I 


V 


T 


F 


K 


T 


A 


S.c 


108 


A 


T 


F 


Q 


A 


E 


L 


G 


Q 


L 


C 


D 


L 


I 


T 


G 


P 


V 


D 


K 


V 


D 


L 


G 


N 


F 


s 


M 


D 


K 


Y 


R 


F 


I 


V 


I 


Y 


K 


T 


A 


C, s 


108 


V 


S 


F 


Q 


T 


E 


M 


G 


Q 


Q 


C 


D 


L 


L 


T 


A 


P 


E 


D 


K 


V 


D 


L 


D 


N 


F 


s 


L 


E 


K 


Y 


s 


F 


I 


V 


I 


Y 


K 


T 


A 


S.m 



210 220 230 240 



195 


Y 


Y 


S 


F 


Y 


L 


P 


V 


A 


L 


A 


L 


H 


Q 


L 


N 


L 


A 


T 


P 


S 


N 


L 


K 


Q 


A 


E 


D 


I 


L 


I 


P 


L 


G 


E 


Y 


F 


Q 


I 


Q 


G.f. 


195 


F 


Y 


S 


F 


Y 


L 


P 


V 


A 


L 


A 


M 


H 


L 


A 


G 


V 


A 


T 


P 


E 


N 


L 


K 


C 


A 


Q 


D 


I 


L 


I 


I 


L 


G 


K 


Y 


F 


Q 


V 


Q 


S.p. 


195 


Y 


Y 


S 


F 


Y 


L 


P 


V 


A 


L 


A 


M 


Y 


M 


L 


D 


I 


A 


T 


P 


E 


N 


L 


K 


Q 


A 


E 


D 


I 


L 


I 


P 


L 


G 


E 


Y 


F 


Q 


V 


Q 


N.c. 


197 


Y 


Y 


S 


F 


Y 


L 


A 


V 


A 


L 


A 


M 


F 


A 


A 


G 


I 


T 


D 


S 


K 


D 


L 


K 


Q 


A 


S 


D 


V 


L 


I 


P 


L 


G 


E 


Y 


F 


Q 


I 


Q 


K.l. 


200 


Y 


Y 


S 


F 


Y 


L 


P 


V 


A 


L 


A 


M 


Y 


V 


A 


G 


I 


T 


D 


E 


K 


D 


L 


K 


Q 


A 


R 


D 


V 


L, 


I 


P 


L, 


G 


E 


Y 


F 


Q 


I 


Q 


S.c. 


148 


Y 


Y 


S 


F 


Y 


L 


P 


V 


A 


L 


A 


L 


H 


Q 


L 


N 


L 


A 


T 


P 


R 


N 


L 


K 


V 


A 


E 


D 


I 


L 


I 


P 


L 


G 


E 


Y 


F 


Q 


V 


Q 


C.p. 


148 


F 


Y 


S 


F 


Y 


L 


P 


V 


A 


L 


L 


L 


Y 


Y 


C 


E 


L 


A 


T 


E 


K 


N 


L 


K 


Q 


A 


K 


D 


I 


L 


I 


P 


M 


G 


E 


Y 


F 


Q 


V 


Q 


S.m. 






















250 
















260 














270 
















280 




235 


D 


D 


Y 


L 


D 


N 


F 


G 


K 


P 


E 


H 


I 


G 


K 


I 


G 


T 


D 


I 


K 


D 


N 


K 


c 


S 


W 


L 


V 


N 


Q 


A 


L 


A 


V 


A 


T 


P 


E 


Q 


G.f. 


235 


D 


D 


Y 


L 


D 


C 


Y 


G 


D 


P 


T 


V 


T 


G 


K 


I 


G 


T 


D 


I 


L 


D 


N 


K 


c 


S 


W 


I 


I 


N 


L 


A 


L 


A 


K 


C 


T 


P 


E 


Q 


S.P. 


235 


D 


D 


Y 


L 


D 


N 


F 


G 


L 


P 


E 


H 


I 


G 


K 


I 


G 


T 


D 


I 


Q 


D 


N 


K 


c 


s 


W 


L 


V 


N 


K 


A 


L 


S 


I 


V 


T 


P 


E 


Q 


N.c. 


237 


D 


D 


F 


L 


D 


C 


F 


G 


K 


P 


E 


D 


I 


G 


K 


I 


G 


T 


D 


I 


Q 


D 


N 


K 


c 


s 


W 


V 


I 


N 


V 


A 


L 


K 


N 


A 


T 


K 


E 


Q 


K.l. 


240 


D 


D 


Y 


L 


D 


C 


F 


G 


T 


P 


E 


Q 


I 


G 


K 


I 


G 


T 


D 


I 


Q 


D 


N 


K 


c 


s 


W 


V 


I 


N 


K 


A 


L 


E 


L 


A 


S 


A 


E 


Q 


S.C. 


188 


D 


D 


Y 


L 


D 


N 


F 


G 


R 


P 


E 


H 


I 


G 


K 


I 


G 


T 


D 


I 


Q 


D 


N 


K 


































C.p. 


188 


D 


D 


Y 


L 


D 


N 


Y 


A 


D 


P 


E 


T 


L 


G 


K 


I 


G 


T 


D 


I 


Q 


G 


N 


K 


c 
































S.m. 
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290 



300 



310 



320 



275 RKILEENYGRKDDEKEKVVKKLYDDLNLEQRYLDYEEKVV G.f. 



275 RVI LDDNYGRKDS ES EKRVKAV 
275 RKTLEENYGRKDKAKEAVIKQL 
277 RDI LDENYGRKDSEKEQKCRAV 
280 RKTLDENYGKKDSVAEAKCKKI 

211 
212 



FEE 
Y D D 
F N E 
F N D 



L N 

L K 

L N 

L K 



R G E F 

E D H Y 

Q D 1 Y 

E Q L Y 



E N Y 
K Q Y 
H K Y 
HEY 



EES 
E E E 
E E E 
EES 



E V 

R V 

T A 

I A 



S.p. 
N.c. 
K.l. 
S.C. 
C.p. 
S.m. 



330 



340 



315 GQIRERIANI 
315 SEIKKLIDGV 
315 GEIRKMNDAI 
317 SNLREKIANI 
320 KDLKAKISQV 
211 
212 



DENDGLKKTVFEAFLA 
DESTGLKKSIFTTFLG 
DESKGLRKQVFEAFLG 
DESRGFKAEVLTLFLN 
DESRGFKADVLTAFLN 



350 

K I Y K R S K 
K I Y K R N K 
K I Y K R S K 
K I Y H R K K 
K V Y K R S K 



G.f, 
S.p. 
N.c. 
K.l. 
S.c. 
C.p. 
S.m. 



Abbildung 2 
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97 kDa 
52 kDa 

33 kDa 
21 kDa 




-65 kDa 



M 1 U 2 3 4 M 



Abbildung 3 
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10 20 30 40 50 

Minuten Enzyminkubation 



Abbildung 4 



Le A 36 217 




Abbildung 5 
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Abbildung 6 



